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Sur le diagnostic expérimental de la rage 
Observations faites au cours de 1 'examen 
de 2 000 prélèvements suspects 
par A. L ucAs, R. CARNERO, M. PICARD, 
c. COSTES, M. LAHELLEC
L'épizootie de rage sylvestre qui, depuis la Deuxième Guerre 
Mondiale, traversait l'Europe, faisait son apparition en France en 
mars 1968. Dès lors, le Laboratoire Central de Recherches Vétéri­
naires d 'Alfort était appelé à contribuer au diagnostic épidémio­
logique de la maladie. 
A la date du 9 janvier 1971, 2.000 prélèvements suspects avaient 
été reçus par notre Laboratoire, parmi lesquels nous dépistions 
637 cas de rage, ceux-ci représentant 68, 7 p. 100 de ceux qui avaient 
été_ détectés sur l'ensemble du pays depuis le début de l'épizootie. 
De l'ensemble des examens nécessités par ces deux mille prélè­
vements se dégage un certain nombre d'observations, objet de la 
présente étude. 
Notre méthode de diagnostic réside dans l'emploi simultané des 
quatre techniques suivantes, telles qu'elles ont été décrites dans 
les «Techniques de Laboratoire de l'O. M. S. » de 1967. 
Immunofluorescence ; 
Coloration de SelJers ; 
Histopathologio ; 
Epreuve biologique d'inoculation aux souris, suivie de l'idèn­
tification de l'agent viral par immunofluorescence. 
La possibilité d'application des quatre techniques sur un même 
prélèvement est conditionnée par l'état du prélèvement à son 
arrivée au Laboratoire. En effet, les techniques classiques de colo­
ration de Sellers et d'histopathologie nécessitent des prélèvements en 
très bon état de conservation pour pouvoir être appliquées. A 
l'inverse, l'inoculation aux souris et l'immunofluorescence, avec 
quelques modifications adoptées dans notre travail, peuvent être 
réalisées à partir de la plupart des prélèvements. 
Hull. Acad. Vét. -Tome XLIV (Juillet 19ï1). -Vigot Frères, Editeurs. 
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La colorntion de Sellers s'utilise sur des calques pratiqués à 
pa1·tir de la corne d' Ammon suspecte. 
- L'examen histopathologique porte sur des coupes de cortex, 
corne d' Ammon, bulbe et cervelet, colorées selon les techniques 
classiques d'hématoxyline-éosine et de Mann. 
- L'immunofluorescence est recherchée sur des calques de la 
corne d'Ammon et du bulbe et, secondairement, du cervelet et du 
cortex par la méthode directe telle qu'elle est pratiquée par l'Institut 
Pasteur de Paris. 
- L'épreuve biologique d'inoculation aux souris utilise un broyat 
de corne d' Ammon, bulbe, cortex et cervelet mis dans la proportion 
de 20 p. 100 dans de l'eau distillée additionnée de 2 p. rno de sérum 
de cheval décomplémenté et d'antibiotiques (1). Le broyat ainsi 
obtenu est mis en chambre froide à + 4 °C pendant toute une nuit, 
puis centrifugé pendant 10 minutes à 2.000 tours/minute, le surna­
geant représentant le matériel d'inoculation. L'injection se fait par 
la voie intra-cérébrale à un lot homogène de 10 souris, âgées de 3 
à 5 semaines. Celles-ci sont observées quotidiennement pendant une 
période de 28 jours. 
Les souris mortes, de même que celles qui présentent des troubles 
nerveux entre le 6e et le 28e jour après l'inoculation, font l'objet 
d'un examen en immunofluorescence sur des calques réalisés à 
partir du cerveau. En outre, et d'une façon systématique, dans 
chaque lot, deux souris sont prélevées et examinées de la même 
façon vers les se, 14e et 25e jours qui suivent l'injection du produit 
suspect. 
Ayant constaté, d'une part, qu'une période d'observation de 
21 jours était trop courte dans un certain nombre de cas et, d'autre 
part, que le broyat inoculé immédiatement après sa préparation 
pouvait être toxique pour la souris, nous avons porté le délai 
d'observation à 28 jours et nous laissons 4< mûrir» le broyat durant 
une nuit à 4 °C avant son emploi. 
Dans le cas de matériel parvenu en état de putréfaction tel qu'il 
ne permet pa., la réalisation de calque, le premier examen par immu­
nofluorescence est fait à partir d'un étalement du culot de sédimen­
tation obtenu par centrifugation pendant la préparation du broyat. 
Cet examen, de très simple réalisation, nous a donné d'excellents 
résultats qui seront décrits plus Join. 
(1) mélange de Pénicilline : 200 U ( 
Streptomycine : 0,1 mg par ml final 
Polymyxine : 100 U 
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Ce schéma de travail a été appliqué à la plupart des 2.000 prélè­
vements reçus. 
La réception des prélèvements au Laboratoire s'est échelonnée 
dans le temps de la façon exprimée dans le tableau n° 1 avec les 
résultats indiqués. 
Sur ces 2.000 prélèvements : 
- 57 se sont avérés impropres à tout examen pour des causes 
diverses, y compris par absence de substance nerveuse, 
- 637 se sont révélés positifs par le moyen des difTérentes 
techniques décrites, 
- 1.306 se montrèrent négatifs par l'ensemble des techniques 
employées. 
ESPÈCES ANIMALES AYANT FAIT L'OBJET DE NOTRE EXAMEN 
POUR SUSPICION DE RAGE 
Les différentes espèces adressées au Laboratoire en vue de leur 
examen pour suspicion de rage sont indiquées dans le tableau n° 2. 
Parmi les animaux sauvages, qui représentent 57,3 p. 100 du 
total reçu, c'est le renard qui, de loin, est l'espèce sur laquelle le 
plus grand nombre de diagnostics a été effectué ; il est suivi par le 
chevreuil. 
Une seule espèce d'oiseau, un épervier, a été expertisée. 
Parmi les animaux domestiques ce sont les bovins, suivis des 
chiens et des chats, qui ont fait l'objet du plus grand nombre 
d'examens. 
Ces deux dernières espèces montrent de faibles pourcentages de 
positivité par rapport au nombre des cas examinés. Cela tient au 
souvenir laissé par la rage citadine d'autrefois qui fait qu'un grand 
nombre d'examens est demandé pour les chiens et les chats. 
D É LAIS DU DIAGNOSTIC DE CERTITUDE 
L'application des mesures thérapeutiques mais surtout de celles 
de police sanitaire est tributaire du diagnostic de certitude. 
L'épreuve biologique d'inoculation aux souris, considérée à juste 
titre comme la plus sûre de toutes les techniques préconisée3, a 
l'inconvénient de demander parfois un long délai d'observation : 
28 jours. 
Les techniques d 'histopathologie nécessitent une période de 
4 à 8 jours avant qu'une analyse portant sur une surface de tissu 
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TABLEAU 1 
Rythme d'arrivée des prélèvements - Résultats 
Nbre de pré- Nbre de pré- Nbre de pré- Impossibilité 
lèvements lèvements lèvements d'établir un 
reçus positifs négatifs diagnostic 
Année Août ..... . 17 
26 
53 
0 10 7 
t 968 Septembre . 
Octobre .... 
Novembre 
Décembre 
41 
69 
21 1 
13 37 3 
8 33 0 
9 59 1 
===== ======= ------ ========= =========! ======== 
Année Janvier . . . 78 6 69 3 
1969 Février . . . . 55 15 40 0 
Mars . . . . . . 79 15 60 4 
1 -----1 --- 1 --- 1 
Avril . . . . . . 93 12 76 5 
Mai . . . . . . . 65 8 55 2 
Juin....... 41 12 27 2 
Juillet . . . . 59 15 43 1 
Août . . . . . . 57 15 35 7 
Septembre . 81 27 54 0 
OëtObrë� -
-
-10_2 __ , . ___ 4_3 _ 5 7 2 
1 ----- 'l ----
Novembre 90 49 39 2 
Décembre 87 46 37 4 
Année Janvier . . . 79 46 33 0 
t970 Février .. .. 
i---6-4
--i---2
-
9
-i ---
3
-
5
--i - - -
O
-
-
Mars . . . . . . 92 31 61 0 
Avril . . . . . . 86 29 57 0 
Mai . . . . . . . 90 24 63 3 
1----- -- 11 ------Juin....... 59 14 45 0 -1·----- -------1·----- 1·----� 
Juillet . . . . 87 41 41 5 
Août . . . . . . 68 22 44 2 
------- 1 --- 1 -- � 
Septembre . 69 33 34 2 
Octobre. . . . 50 1 7 33 0 1 -----1 ---·l ----- 1 ----Novembre 83 22 61 0 
_____ , _  _ Décembre 65 25 39 1 
Année Jusqu'au 
1971 9 janvier .. 15 7 8 0 
=============== -�---- 1==========1 ========1 ======== 
2.000 637 1.306 57 
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TABLEAU Il 
Espèces animales ayant fait l'objet d'une recherche de rage 
Espèces Nbre d'animaux reçus 
Nbre d'animaux 
diagnostiqués pos itifs 
Renards ................ . 989 
Bovins 402 
Chiens 295 
Chevreuils .............. . 79 
Moutons ............... . 38 
Chats .................. . 95 
Blaireaux . . . . . . . . . . . . . . . . 19 
Chevaux . . . . . . . . . . . . . . . . 10 
Fouines.................. 13 
Martres . . . . . . . . . . . . . . . . . 7 
Anes . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2 
Chats s auvages . . . . . . . . . . . 4 
1 -------� 1 
Putois . . . . . . . . . . . . . . . . . . 4 
Lièvres . . . . . . . . . . . . . . . . . . 16 
Chèvres.................. 5 
Rats . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5 
Porcs.................... 3 
Sangliers. . . . . . . . . . . . . . . . . 2 
Lapins . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2 
, _______ _ 
Rats mus qués . . . . . . . . . . . . 2 
Lérot ................... . 
387 
194 
17 
8 
7 
6 
4 
3 
2 
1 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
Pangolin ............... . 1 0 
Vis on 
Fénec 
1 0 
1 0 
Cobaye.................. 1 O 
l -------� 1 --------
Macaque . . . . . . . . . . . . . . . . 1 0 
1 -------� 1 
Ecureuil . . . . . . . . . . . . . . . . . 0 
Epervier . . . . . . . . . . . . . . . . 1 0 
1 --------
Totaux . . . . . . . . . . . . . . . 2.000 637 
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satisfaisante permette, dans les meilleurs cas, de poser un diagnostic 
de certitude. 
La technique d'immunofluorescence, par contre, peut apporter 
(}e diagnostic de certitude dans les heures qui suivent l'arrivée du 
prélèvement. 
La coloration de Sellers, enfin, appliquée sur des prélèvements 
de choix et exploitée par un personnel très expérimenté, reste vala­
ble pour un diagnostic d'urgence dans le cadre d'un laboratoire 
qui n'a pas les moyens de faire appel à l'immunofluorescence pour 
un diagnostic de routine, et peut être un bon élément d'orientation 
quand celle-ci est mise en œuvre. 
Soulignons que le diagnostic de certitude n'est possible que lors 
de résultats positifs. Un résultat négatif obtenu par n'importe 
laquelle de ces techniques ne permet pas d'arriver à un diagnostic 
d'absence de virus. Toutefois, des résultats négatifs apportés par 
l'ensemble des techniques ici décrites permettent, avec une « certi­
tude biologique» d'arriver à un diagnostic d'absence de rage. 
Cette méthode de diagnostic, faisant appel à ces différentes 
techniques, nous a permis de diagnostiquer 637 cas de rage dans les 
délais qui sont résumés dans le tableau n° 3. Il en résulte que : 
- 559 prélèvements rabiques, représentant 87,8 p. 100 de 
l'ensemble, ont été dépistés dans les 48 heures qui ont suivi leur 
arrivée au Laboratoire ; 
- les autres cas positifs, soit 78, sont été diagnostiqués au cours 
des 4 semaines suivant leur arrivée ; 
- soulignons encore que 1 p. 100 des cas justifie la quatrième 
semaine d'observation des souris inoculées. 
FACTEURS GÉNÉRAUX POUVANT INFLUENCER L'USAGE 
ET LES RÉSULTATS DES TECHNIQUES UTILISÉES 
a) Influence de l'état de conser'1ation du prélè'1ement : 
L'état de conservation du prélèvement à son arrivée au Labora­
toire peut conditionner l'emploi des différentes techniques. C'est 
ainsi que des prélèvements apparemment en bon état de conser­
vation peuvent se révéler toxiques pour les souris inoculées par la 
voie intracérébrale ; de même, des prélèvements se présentant en 
état de putréfaction rendent impossible l'application des techniques 
histologiques et ont limité pendant un certain temps l'emploi de 
l'immunofluorescence. Toutefois, comme nous l'avons décrit dans 
l'exposé de nos techniques, l'examen du sédiment cellulaire par 
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TABLEAU III 
Délais du diagnostic 
Total des cas positifs diagnostiqués au Labo­
ratoire Central de Recherches Vétérinaires 
d' Alfort sur les 2.000 premiers prélèvements 
323 
Nbre de cas Pourcentage 
reçus . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 637 
Nombre de cas positifs, à partir du prélève­
ment lui-même, diagnostiqués dans les 
48 heures qui ont suivi sa réception au Labo-
ratoire ................................ . 
Nombre de cas positifs diagnostiqués pendant 
la semaine suivant leur arrivée au Labora-
toire : 5 à 8 jours ...................... . 
Nombre de cas positifs diagnostiqués pendant 
la deuxième semaine suivant leur arrivée au 
Laboratoire : 9 à H jours .............. . 
Nombre de cas positifs diagnostiqués pendant 
la troisième semaine suivant leur arrivée au 
Laboratoire : 14 à 21 jours ............. . 
Nombre de cas qui ont demandé plus de 
21 jours pour établir le diagnostic de posi-
tivité ................................ . 
559 87,8 
21 3,3 
1 -���� 1 -���� 
30 4,7 
21 3,3 
6 0,9 
immunofluorescence rend possible le diagnostic, même dans ces 
conditions. 
Sur l'ensemble des 2.000 prélèvements reçus, 355 d'entre eux 
étaient dans un état de putréfaction tel qu'il ne nous permettait 
d'envisager au début que l'inoculation aux souris. Nous nous trou­
vions de ce fait en présence d'un diagnostic tardif, et cela d'autant 
plus qu'une diminution du pouvoir infectieux du prélèvement 
pouvait se manifester. C'est ce qui explique que, par la suite, nous 
ayons essayé puis ajouté à cette technique biologique l'observation 
du sédiment cellulaire par immunofluorescence. Les résultats obte­
nus par cette nouvelle recherche sont résumés dans le tableau n° 4. 
Dans 26 cas, cependant, le processus de liquéfaction de la sub­
stance nerveuse était tel qu'il a empêché toute sorte d'analyse. Sur 
les 329 cas restant, nous avons fondé notre diagnostic sur les deux 
techniques précitées. Ainsi, nous pouvons conclure qu'utilisé dans 
ces conditions le pourcentage d'efficacité de l'immunofluorescence 
semble demeurer identique à celui que l'on obtient avec les prélè­
vements en bon état de fraîcheur. 
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TABLEAU IV 
Prélèvements parvenus en mauvais état de conservation 
Nbre de cas Pourcentage 
Nombre de prélèvements arrivés en état 
de putréfaction . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 355 
Impossibilité d'appliquer une technique .. . 
Nombre de prélèvements examinés ..... . 
Nombre de prélèvements négatifs aux 
deux techniques d'immunofluorescence 
directe et d'inoculation aux souris ...... . 
Nombre de prélèvements positifs par immu­
nofluorescence appliquée directement au 
�édiment cellulaire ................... . 
Nombre de prélèvements négatifs par immu­
nofluorescence mais positifs par inocula-
tion aux souris ...................... . 
26 
329 
226 
90 
13 
7,2 
92,8 
68,7 
sur 329 cas 
examinés 
27,3 
sur 329 cas 
examinés 
3,9 
sur 329 cas 
examinés 
b) Etude comparati"e des résultats généraux obtenus selon les 
techniques 
Sur ces 637 diagnostics de rage, l'immunofluorescence et l'inocu­
lation aux souris ont toujours pu être utilisées. 
La coloration de Se1lers a été employée 611 fois, l'histopatho1ogie 
544 fois. 
Ces différences sont motivées par le fait que ]a mise en œuvre 
de ces techniques dans notre méthode de diagnostic s'est échelonnée 
dans le temps. 
Les résultats obtenus par chacune d'entre eUes sont résumés 
dans Je tableau n° 5 et Je schéma no2. 
De cet ensemble de constatations on peut tirer ]es conclusions 
suivantes : 
- la technique la plus fidèle est l'épreuve biologique d'inocu­
lation aux souris, couplée avec l'observation systématique du 
cerveau de ces souris par immunofluorescence. 
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TABLEAU V 
Valeur comparée des différentes techniques utilisées 
dans notre méthode de diagnostic de la rage 
Souris Immuno- Se Il ers Hislo-fluorescence pathologie 
Positifs ........ 595 93,3 % 559 87,8 % 380 62,1 % 358 65,7 % 
-
--- -- ---
--- --
---
Négatifs ........ 37 5,8 % 51 8,0 % 61 10 % 48 8,8 % 
- ---
--
---
- ---
--
---
Douteux ....... 0 0 21 3,3 % 18 3,1 % 2 0,5 % 
-
---
-- ---
--- -- ---
Impossibles . . .. 5 0,9 % 6 1 % 152 24,8 % 136 25 % 
- ---
--
--- -
---
--
---
Total des prélè-
vemenls rabiques 637 100 % 637 100 % 611 96 % 544 85,4 % 
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Puis viennent, dans l'ordre, l'immunofluorescence sur le prélève­
ment d'origine, l'histopathologie et la coloration de Sellers. 
- une autre constatation est le pourcentage assez important 
(environ 25 p. 100) des cas dans lesquels la coloration de Sellers et 
l'histopathologie n'ont pu être employées en raison de l'état des 
prélèvements. 
c) Jnfiuence de l'espèce donneuse du prélè'1ement :
Sur l'ensemble des 637 cas positifs de rage (tableau n° 2,
schéma n° 1) : 
60, 75 p. 100 correspondent aux renards, 
30,40 p. 100 aux bovins, 
2,5 p. 100 aux chiens, 
1,2 p. 100 aux chevreuils, 
1,15 p. 100 aux moutons, 
4,0 p. 100 aux autres espèces. 
. 
. 
. 
. . . . . � 
.
. . ·
. 
. 
. 
. 
. 
: · .. : . _:. : .· : : ·.·: . 
. .. . · .
SCHÉMA 1 
Les chiffres donnés pour les renards et les bovins, portant sur 
un nombre relativement élevé d'animaux examinés, peuvent être 
considérés comme significatifs. 
Si l'on reprend ces pourcentages pour chacune des espèces dans 
lesquelles un nombre de cas de rage supérieur à 10 a été diagnos­
tiqué, savoir : les renards, les bovins et les chiens, on observe de 
sensibles variations par rapport aux résultats globaux, précédem­
ment cités, de chacune de ces techniques. 
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Pour les renards, les résultats sont exprimés dans le tableau no 6 
et le schéma no 3. 
TABLEAU VI 
Résultats obtenus selon les différentes techniques 
appliquées sur des prélèvements de renards enragés 
Souris Immuno- Sellers Histo-fluorescence pathologie 
Positifs ........ �195,8 % 355 91,7 % 258 69,5 % 212 66,2 %
-- ---
·-·-
--
--
--
Négatifs ........ 12 3,1 % 22 5,7 % 16 4,4 % 19 5,9 %
-
--- --
--- --
-- --
Douteux ....... 0 0 6 1,5 % 2 0,5 % 1 0,3 %
-
---
--
--- --
-- ---
Impossibles .... 4 1,1 % 4 1,1 % 95 25,6 % 88 27,6 %
-
---
--
--- -- --
--
Total des prélè-
vements prove-
nant de renards 
enragés ........ 387 100 % 387 100 % 371 95,8 % 320 82,6 %
�ou ri'!> IF 
:>eller!'l H.P. 
SCHÉMA 3 
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Nous pouvons constater que sur 387 renards enragés : 
- l'inoculation aux souris a mis en évidence 95,8 p. 100 des cas 
- l'immunofluorescence 91,7 p. 100 
- la coloration de Sellers 69,5 p. 100 
- et l'histopathologie 66,2 p. 100 
Par rapport aux chiffres globaux antérieurement cités, on observe 
que l'inoculation aux souris, l'immunofluorescence et la coloration 
de Sellera sont ici d'un rendement supérieur, alors que l'histopa­
thologie reste sensiblement égale dans ses résultats. 
- Pour les bovins, les résultats sont exprimés dans le tableau n° 7 
et le schéma no 4. 
TABLEAU VII 
Résultats obtenus selon les différentes techniques 
appliquées sur des prélèvements de bovins enragés 
Souris 
Positifs ... . . . . . 172 88,7 % 
----
Négatifs ........ 21 10,9 % 
-
---
Douteux ....... 0 0 % 
-
---
Impossibles .... 1 0,4 % 
lmmuno­
fluorescence 
153 78,8 % 
-- -
25 12,8 % 
-- -
14 7,2 % 
-- ---
2 1,2 % 
Se Il ers 
95 50,2 % 
---
36 19 % 
---
15 8 % 
---
43 22,8 % 
Hi3to­
pathologie 
122 69,7 % 
--
-
17 9,7 % 
--- -
0,6 % 
--
---
35 20 % 
------- -- --- --- --- --- --- ---
Total des prélève­
ments de bovins 
enragés .. . . . . . . 194 100 % 194 100 % 189 97,4 % 175 90,2 % 
Et nous voyons que la situation est ici inversée : l'inoculation 
aux souris (88,7 p. 100), l'immunofluorescence (78,8 p. 100) et la 
coloration de Sellers (50,2 p. 100) perdent en efficacité tandis que 
l'histopathologie (69, 7 p. 100) gagne en sécurité. 
Toutefois, l'épreuve biologique d'inoculation aux souris reste, 
de toutes les techniques, la plus fidèle. 
- Pour les chiens, leur nombre réduit (17) ne peut donner que 
des chiffres d'orientation; nous retrouvons 94 p. 100 des cas 
positifs mis en évidence par la souris, 70 p. 100 dépistés par l'immu­
nofluorescence, 60 p. 100 relèvent de la coloration de Sellers et de 
l'histopathologie. 
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Voir le tableau n° 8 et le schéma n° 5. 
TABLEAU VIII 
Résultats obtenus selon les différentes techniques 
appliquées sur des prélèvements de chiens enragés 
Souris Immuno- Se li ers fluorescence 
Positifs ....... 16 %,1 % 12 70,6 % 9 59,9 % 
--
---
---
---
--
Négatifs ....... 1 5,9 % 4 23,5 % 2 1 3,4 % 
-
--- ---
---
--
---
Douteux ...... 0 0 1 5,9 % 0 0 
--- ---
--- -- ---
Impossibles . .. 0 0 0 0 4 26,7 % 
-
--- ---
---
--
--
Total des pré-
lèvements de 
chiens enragés. 1 7  100 % 17 100 % 15 88,2 % 
Histo-
pathologie 
8 61,5 % 
--
---
1 5,9 % 
--
---
0 0 
--
--
4 26,7 % 
--
---
13 76,4 % 
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L'étude comparative de ces chiffres montre cependant que les 
oscillations des pourcentages à l'intérieur de ces techniques, selon 
les espèces, ne sont pas importantes et peuvent être dues à des 
facteurs qui leur sont étrangers, tels l'état de conservation des 
prélèvements, la phase d'évolution de la maladie au moment du 
prélèvement, liée à l'abattage de l'animal par exemple ... 
La coloration de Sellers, technique dont l'application est limitée 
à 62 p. 100 des cas et qui réclame une délicate interprétation, donne 
des résultats parfois inférieurs mais souvent concordants avec ceux 
de l'immunofluorescence. 
ETUDE CRITIQUE DE CHACUNE DES TECHNIQUES UTILISÉES 
a) Technique faisant appel à l'inoculation aux souris :
De toutes les techniques utilisées c'est l'inoculation aux souris 
qui a donné le pourcentage de positivité le plus élevé. C'est elle qui 
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nous a servi de test de référence pour évaluer les autres techniques. 
Elles a été employée dans tous les diagnostics, sans exception, et 
ce n'est que dans 0,9 p. 100 des cas que ses résultats n'ont pu être 
interprétés en raison de la mort des 10 souris du lot dans les 
3 jours suivant l'inoculation. 
L'évolution clinique de la maladie chez la souris, après inoculation 
d'un matériel rabique, peut présenter trois éventualités : 
1° l'inoculation est suivie d'une évolution clinique se terminant 
par la mort de toutes les souris, ce qui est l'évolution normale, 
2° l'inoculation est suivie de l'évolution de l'infection et de la 
mort sur un nombre variable d'animaux, 
3° l'inoculation n'est suivie ni de signe clinique ni de mort 
durant la période de 28 jours que dure l'observation des sujets. 
Cette absence d'activité du virus chez les souris inoculées est 
plus fréquente lorsque le prélèvement est d'origine bovine que 
lorsqu'il provient d'une autre espèce animale. 
Comme les souris proviennent toujour3 du même élevage et 
sont toujours inoculées au même âge, nous pensons que ce manque 
d'activité de prélèvements qui se sont révélés positifs par immuno­
fluorescence et par l'histopathologie peut être dû au fait que les 
animaux donneurs du prélèvement ont été sacrifiés prématurément. 
Employée sur 387 renards rabiques, cette technique fut inopérante 
dans quatre cas, par suite d'une mortalité à 100 p. 1 OO en trois jours 
des souris inoculées. 
La symptomatologie, c'est-à-dire l'apparition de la paralysie, 
est exprimée dans le graphique n° 1. Elle se manifeste entre le 
7e et le 28e jours qui suivent l'inoculation. La plus haute fréquence 
d'apparition des symptômes se situe le 14e jour de l'inoculation et, 
dans la majorité des cas, les symptômes apparaissent entre le 
1Qe et le 18e jours qui suivent l'inoculation. Cependant, 44 fois, 
c'est-à-dire dans 11,5 p. 100 des cas, il n'y eut pas de symptômes 
rabiques pendant les 28 jours d'observation. 
Sur les 194 bovins rabiques examinés, une fois seulement la 
mortalité précoce des souris fut la cause de l'absence de diagnostic 
par ce moyen . 
. Dans les 193 autres cas où le diagnostic de rage fut posé, 164 fois, 
soit dans 84,4 p. 100 des cas, les symptômes rabiques apparurent 
.sur la souris entre le 7e et le 27e jours suivant l'inoculation. 
La plus haute fréquence d'apparition des symptômes se situe 
entre le 12e et le 14e jours, et, dans la majorité des cas, ces symp­
tômes apparaissent entre le 1oe et le me jours. 
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Ici, c'est 29 fois, c'est-à-dire dans 15,6 p. 100 des cas que les 
souris ne manifestèrent pas de symptômes rabiques pendant les 
28 jours d'observation. 
201 Toux% 
Bovins 
15L 
10� 
1 
1 
5� 
GRAPHIQUE 1 
L'identification de l'agent responsable de la symptomatologie 
et de la mort des souris se fonde sur l'immunofluorescence pratiquée 
sur le cerveau de ces animaux, mais aussi sur des recherches systé­
matiques pratiquées sur le cerveau de deux souris sacrifiées entre 
les 6e et ge jours, entre les 12e et 14e jours, et enfin entre les 18e et 
2 5e jours suivant l'inoculation. Cette manière d'opérer nous a 
permis de constater (tableau n° 9) que la mise en évidence des Corps 
de Négri par immunofluorescence chez la souris précède ordinai­
rement de trois à cinq jours l'apparition des symptômes cliniques 
de l'infection rabique. 
Toutefois, nous avons pu constater également que des délais 
supérieurs pouvaient être observés et même que des immunofluo­
rescence positives pouvaient ne pas être suivies de l'apparition de 
symptômes sur les autres souris du lot durant la période d'obser­
vation de 28 jours. 
Pour les deux espèces animales les plus représentatives de 
l'infection rabique naturelle, nous pouvons observer que : 
- à partir des renards, 43,8 p. 100 des cas de rage ont été dépistés 
par immunofluorescence sur la souris au cours de la première semaine 
suivant l'inoculation et 48,1p.100 au cours de la deuxième semaine. 
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Toutefois, dans 13 cas de rage, mis en évidence par les autres 
techniques, soit dans 3,4 p. 100 des cas, l'immunofluorescence 
s'est montrée négative dans les conditions suivantes : douze cas 
pour lesquels les souris sont demeurées négatives à l'immunofluo­
rescence et n'ont pas présenté de symptômes pendant les 28 jours 
d'observation et un cas pour lequel les souris ont présenté des 
symptômes de maladie mais où la présence du virus n'a pas pu 
être mise en évidence par immunofluorescence. 
- à partir des bovins, les résultats de l'immunofluorescence 
sur la souris, exprimés dans le tableau n° 9, montrent que les cas 
positifs dépistés au cours de la première semaine sont sensiblement 
aussi nombreux que pour les renards, mais le sont moins au cours 
de la deuxième semaine. 
TABLEAU IX 
Résultats de l'immunoftuorescence sur les cerveaux des souris inoculées 
à partir de prélèvements de : 
Renards : 383 Bovins : 193 
+ 4 cas impossibles + 1 cas impossible 
1 re semaine ......... 168 1 43,8 % 87 45 % 2e semaine ......... 183 48,1 % 70 36,2 % 
3e semaine ......... 17 4,4 % 11 5,7 % 
4e semaine ......... 2 0,5 % 2 1 % 
Négatifs .... . .... .. 13 3,4 % 23 12,1 % 
Ici encore, dans 23 cas de rage confirmée par les autres techniques 
soit dans 12 p. 100 des cas, l'immunofluorescence est restée néga­
tive : pour 21 d'entre eux les souris sont non seulement demeurées 
négatives à l'immunofluorescence mais encore n'ont pas présenté 
de symptômes de maladie pendant les 28 jours de leur observation, 
pour les 2 autres cas les souris ont bien présenté des symptômes 
rabiques, mais la présence du virus n'a pas pu être mise en évidence 
par immunofluorescence. 
Toujours à propos de ces relations paradoxales entre l'immuno­
fluorescence et le comportement des souris, nous pouvons ajouter 
que l'inoculation d'un prélèvement provenant d'un animal rabique 
peut être suivie d'une immunofluorescence positive en l'absence 
de symptomatologie clinique : 32 fois à partir de renards, 7 fois à 
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partir de bovins, 2 fois en partant de chiens, 1 fois à partir d'un chat. 
De même, nous avons constaté le cas inverse, c'est-à-dire existence 
d'une symptomatologie suivie de la mort des souris avec une immuno­
fluorescence négative : 1 fois à partir d'un renard, 2 fois à partir de 
bovins. 
Disons que, dans le cas d 'immunofluorescence positive et de 
symptomatologie négative sur un lot de souris on 
peut admettre en explication que l'observation par immunofluo­
rescence a porté sur d'autres souris que celles conservées pour 
l'examen clinique et que le cas inverse, c'est-à-dire de souris 
présentant des symptômes paralytiques suivis de mort et immuno­
fluorescence négative, représente un nombre très faible parmi les 
nombreux diagnostics que nous avons réalisés. 
Il s'agissait bien cependant, dans tous ces cas, de rage confirmée 
par les autres techniques. 
b) Technique d'immunofiuorescence appliquée directement au prélè­
vement reçu : 
L'immunofluorescence appliquée au prélèvement reçu représente 
une technique de routine apportant la double sécurité de la vision 
du Corps de Négri, comme dans la technique histopathologique, 
mais s'accompagnant, en plus, d'une réaction antigène-anticorps, 
comme dans une séroneutralisation sur souris, avec l'avantage 
évident d'un très important gain de temps sur les autres techniques 
ici mentionnées. 
EIJe peut être pratiquée sur des calques de tissus nerveux et 
sur des sédiments cellulaires ; toutefois, son efficacité est moindre 
dans le cas des prélèvements d'origine bovine que dans ceux de 
prélèvements pratiqués à partir d'autres espèces. L'expérience 
que nous avons des calques d'origine bovine traités par la coloration 
de Sellers nous permet d'évoquer comme explication que le nombre 
des grandes cellules nerveuses pyramidales fixées sur la lame est 
ici très faible par rapport au nombre de celles qui se fixent en 
partant de prélèvements provenant d'autres espèces. 
C'est ce qui nous a conduit à entreprendre une expérimentation 
consistant à doubler l'observation des calques par immunofluores­
cence, par une observation faite par cette même technique appliquée 
à des coupes de tissus réalisées au cryostat. Toutefois, le nombre 
de nos observations n'est pas encore suffisant pour nous permettre 
une opinion fondée sur les résultats de cet examen comparatif. 
Ce qui demeure, c'est qu'un résultat négatif par immunofluorescence 
ne peut en aucun cas entraîner à lui seul un diagnostic d'absence. 
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de virus. Ce dernier ne peut se fonder que sur les résultats acquis 
par l'ensemble de la méthode que nous utilisons et qui consiste à 
faire appel conjointement aux quatre techniques décrites tout au 
long de ce travail. 
Nous avons centré le diagnostic par immunofluorescence sur 
l'examen des calques de la corne d'Ammon et du bulbe. Les 
examens pratiqués sur le cervelet et le cortex n'ont jamais été à 
la base de notre décision, car, à chaque fois qu'ils furent 
positifs, cette positivité avait déjà été détectée par les examens 
portant soit sur la corne d 'Ammon soit sur le bulbe. La concordance 
des résultats positifs à ces deux niveaux (schéma n° 6) atteint 
R enal"'d� 13 ovin� 
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91 p. 100 environ chez les renards et 80 p. 100 chez les bovins. 
Cette difTérence de pourcentage de concordance des résultats obtenus 
au niveau de la corne d'Ammon ou du bulbe, selon que l'on s'adresse 
aux renards ou aux bovins, peut s'expliquer ici encore par Je fait 
que ceux-ci sont souvent abattus prématurément, dès l'apparition 
des premiers signes cliniques de rage. 
c) Techniques d'histopathologie :
L'histopathologie qui, elle aussi, nous apporte un diagnostic de 
certitude ne fait, dans la plupart des cas, que confirmer quelques 
jours plus tard le diagnostic déjà établi par immunofluorescence. 
Il faut signaler, toutefois, cinq exception.s à cette règle dans les­
quelles le diagnostic se fonda sur les résultats de l'histopathologie. 
Il s'agissait de trois bovins, d'un renard et d'un chat restés négatifs 
par les autres techniques. 
L'état du prélèvement conditionne étroitement l'emploi de cette 
technique. Constatons toutefois que, dans les cas où les prélèvements 
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nous parviennent dans de bonnes conditions, le rendement de l'his­
topathologie s'est montré supérieur à 90 p. 100 chez les renards et a 
approché la sensibilité des souris chez les bovins, ce qui démontre 
la nécessité de son utilisation dans le diagnostic de la rage. 
EN CONCLUSION 
Après avoir traversé différents pays l'épizootie européenne de 
rage sylvestre fit son apparition en France en mars 1968. Le 
Laboratoire Central de Recherches Vétérinaires d'Alfort, au cours 
de ses 2.000 premiers examens (tableau n° 1) effectués à partir de 
différentes espèces animales (tableau n° 2) a contribué, pour 
68, 7 p. 100, au dépistage des cas de rage dans notre pays. 
La méthode de diagnostic adoptée consiste en l'emploi systéma­
tique simultané des quatre techniques suivantes sur la totalité 
des prélèvements reçus : 
- immunofluorescence sur le système nerveux central des 
animaux suspects, 
- coloration de Sellers sur le même matériel, 
- examen sur coupes histologiques, 
- inoculation. intracérébrale de ce matériel à un lot de 10 souris 
âgées de trois à cinq semaines. 
Leur application a été faite en suivant les recommandations de 
l'O. M. S. dans son ouvrage «Techniques de Laboratoire » publié 
en 1967. 
Dès le début de notre travail, nous avons observé que si les
résultats obtenus à partir des difîéren.tes techniques 
. 
étaient satis­
faisants (tableau n° 3), les conditions de leur application ne l'étaient 
pas ; en effet, leur emploi est tributaire de l'état du prélèvement 
à son arrivée au Laboratoire. 
Rappelons, en effet, que nos examens se pratiquent souvent à 
partir d'animaux sauvages trouvés morts sur le terrain ce qui 
entraîne une proportion anormale (17,7 p. 100) de prélèvements 
parvenant au Laboratoire en état de putréfaction, cela dans un pays 
que ni son étendue ni ses moyens de communications ne justifient. 
Il en résultait que l'application des techniques de l'immunofluo­
rescence, de la coloration de Sellers, de l'histopathologie était 
étroitement tributaire de la possibilité d'obtenir des calques corrects 
ou des coupes utilisables à partir de matériel dans cet état. De même, 
un certain nombre de prélèvements de ce type provoquait une mort 
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précoce de la souris inoculée, ce qui limitait l'emploi de l'épreuve 
biologique. 
Pour tenter de remédier à cette situation, des modifications ont 
été apportées à notre schéma de travail : 
- en ce qui concerne l'immunofluorescence, lorsqu'il est impos­
sible de réaliser un calque en raison du mauvais état du prélèvement, 
le sédiment cellulaire obtenu au cours de la réalisation du broyat 
destiné à l'inoculation à la souris fait l'objet d'un examen en immu­
nofluorescence directe, après étalement et fixation sur une lame ; 
- pour ce qui est de l'épreuve biologique d'inoculation à la 
souris, dans tous les cas, les broyats, additionnés d'antibiotiques, 
séjournent une nuit à + 4 °C avant d'être employés. Cette simple 
façon d'opérer abaisse de façon considérable leur indice de toxicité. 
Les résultats obtenus par ces simples mesures (tableau n° 4) 
sont non seulement satisfaisants, mais encore comparables à ceux 
que l'on obtient en partant de prélèvements en bon état de conser­
vation. 
L'emploi simultané des quatre techniques sur tous les prélève­
ments reçus nous donne, pour les 637 cas de rage diagnostiqués 
à notre Laboratoire, des résultats qui montrent que la sensibilité de 
ces techniques est moin.dre lorsqu'elles sont appliquées à des 
prélèvements d'origine bovine (tableaux n°8 5, 6, 7, 8). 
Nous pensons que ceci est motivé : 
- par la faible quantité des grandes cellules nerveuses pyrami­
dales qui se fixe sur les lames au moment de la réalisation des calques 
à partir de matériel d'origine bovine ; 
- mais aussi, par le fait que, d'une façon générale, les bovidés 
sont sacrifiés dès l'apparition des premiers symptômes de rage. 
Bien que l'inoculation aux souris soit la technique qui donne les 
meilleurs résultats, elle n'est cependant pas capable à elle seule de 
détecter tous les cas de rage même quand la période d'observation 
est portée à 28 jours au lieu de 21, ce qui nous donne cependant une 
sécurité supplémentaire de 1 p. 100 (tableau n° 3). 
La recherche systématique par immunofluorescence sur les 
cerveaux des souris inoculées (2 souris sont sacrifiées et leur cerveau 
examiné par immunofluorescence les jours 5 à 8, 12 à 14, 18 à 25 
après l'inoculation) permet d'avancer le diagnostic de 3 à 5 jours et 
parfois davantage par la mise en évidence du virus, dans le cerveau 
de ces souris, avant l'apparition des signes cliniques. 
Dans ces conditions d'application et en raison de sa spécificité, 
l'immunofluorescence se substitue avantageusement à la séroneu-
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tralisation classique pour identifier l'agent responsable de la symp­
tomatologie et de la mort des souris. 
L'histopathologie a été à la base du diagnostic dans 5 cas restés 
négatifs par les autres techniques (3 bovins, 1 renard, 1 chat). 
L'immunofluorescence appliquée directement sur la substance 
nerveuse des animaux suspects demeure de toutes les techniques 
employées celle qui, outre la rapidité de ses résultats positifs, 
donne le plus haut indice de fidélité et de sécurité, en raison de son 
caractère de réaction antigène-anticorps. 
La coloration de Sellers, d'interprétation délicate, n'apporte 
aucun) .élément influençant la décision prise après examen par 
immunofluorescence. Cependant la rapidité de sa réalisation lui 
permet, lors de résultats positifs, d'être un complément précieux 
pour le reste des techniques à appliquer par la suite. 
En conclusion, nous estimons que l'utilisation conjointe de nos 
quatre techniques est seule capable de nous permettre, dans les 
limites de «la certitude biologique», de considérer un prélèvement 
comme étant fourni par un animal non rabique. 
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